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ME ”本文 针对 首 蒂 夜 蛾 Autographa californica 核 多 角 体 病毒 的 多 角 体 蛋白 mRNA 设计 并 合 
成 了 两 个 ribozyme。 体 外 夹 验 结果 表明 它们 都 能 准确 高效 地 切割 体外 转录 得 到 的 mRNA 片段 。 FB 
表明 ;在 一 定 的 范围 内 ,切割 百分率 随 着 温度 的 升 高 、 时 间 的 延长 和 ribozyme 浓度 的 提高 向 增加 。Ca 
Mn + 可 以 代替 Mg + 作为 ribozyme 切割 反应 所 必需 的 二 价 金 属 离 于 。 

XR HERE BEAK ribozyme 


Ribozyme 是 指 一 类 具有 生物 催化 功能 的 RNA ,在 化 学 本 质 上 不 同 于 通常 所 称 的 酶 
(enzyme), Cech 于 1981 年 首次 报道 了 四 了 膜 虫 Teirahymena thermophila rRNA 有 前 体 
的 间 桂 序列 IVS) RA BS OSI HELD Re Symons 在 比较 了 一 些 类 病毒 和 卫星 病毒 
的 RNA 自我 剪 切 规律 以 后 ， 于 1986 年 提出 了 “ 锤 头 结构 ”的 二 级 结构 模型 《Symons， 
1989), Uhlenbeck (1987) 首次 设计 了 只 有 19 SREBRE (nt) 的 寡 保 核 苷 酸 片 段 
(Bl ribozyme)， 并 成 功 地 将 一 个 24nt 的 底 物 切割 为 18nt 和 6nt 两 个 片段 。 此 后 ,有 
许多 实验 室 进行 了 这 方面 的 工作 ,设计 了 多 种 ribozyme, 目前 ， 有 些 工 作 已 进入 了 细胞 
水 平 (Cameron, 1990; Saver，1990)， 为 阻 断 有 害 基 因 的 表达 提供 了 可 能 的 途径 。 

家 等 核 多 角 体 病毒 是 竹 业 生产 上 危害 最 为 严重 的 病原 之 一 。 在 病毒 生长 晚期 ， 产 生 
多 角 体 蛋白 将 病毒 粒子 包 衷 起 来 形成 包含 体 ， 可 保护 病毒 在 环境 中 稳定 存在 。 本 实验 以 
HEK Autographa californica 核 多 角 体 病毒 (AcNPV) 中 多 角 体 基因 为 研 究 对 
象 , 对 作用 于 多 角 体 蛋白 mRNA 的 ribozyme 进行 了 研究 ,并 探讨 了 其 作用 特性 。 


材料 和 方法 
一 、 材 料 
转录 载体 pTZ19R 为 Pharmacia 公司 产品 ;所 用 各 种 限制 性 内 切 酶 、 DNA 连接 酶 


ARF 1992 年 3 月 收 到 。 


* 全 国 自然 科学 名 词 审定 委员 会 公布 的 "生物 化 学 名 词 ”(1990 年 版 ) 中 还 没有 确切 汉文 定名 。 
> 为 863 生 物 高 技术 资助 项 目 。 


中 国 科 学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 陈 农安 编排 计算 机 程序 进行 ribozyme Rit EZAR ribozyme, 在 此 一 
并 致谢 。 
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均 购 自 华美 生物 工程 公司 ;T,RNA 聚合 酶 为 本 实验 室 制备 ;pV36 Æ Gale E. Smith 教 
授 赠 送 ; [a-”P] UTP 购 自 于 Amersham 公司 ;ATP、GTP、CTP 和 UTP 购 自 东风 生 
化 试剂 公司 ;RNA 合成 单 体 DMT-Ribonucleotide Cyanoethyl Phosphoramidites K l 
相 柱 DMT-rG (iBu)-2’-tBuSi-CPG 均 为 Peninsula Paneer Inc. 的 产品 。 其 它 
Be AA Ae Tae 

=. Fk 

1. Ribozyme 的 设计 

根据 Symons AY“PEAA RE (Symons, 1989), 考虑 到 切割 的 结构 要 求 ,设计 并 
在 ABI 公司 的 391 型 合成 仪 上 用 且 乙 基 保 护 的 亚 磷 酸 三 酯 法 合成 了 两 个 38 聚 的 ribo- 
zyme， 分 别 命名 为 RibozymeN-1 和 RibozymeN-2, 它 们 的 顺序 见 图 1。 


313 4 4 
¥__—ACAGCUUCCCCAUUGUUAACGACCAAGAAGUGAUGGAUGUUUUCCUUGUUGUCAACAUGCGUCCC——$ 


(3') GGGUAACA UUGCTGGU (3° ) (3°) GAACAACA UUGUACGC (5) 

A A C 

A U A U 

G G G G 

C G A C G A 
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图 1 RibozymeN-1, RibozymeN-2 与 底 物 mRNA 相互 作用 及 切割 位 点 示意 图 


2. 目的 基因 片段 的 亚 克 隆 

AcNPV 多 角 体 蛋白 基因 大 部 分 编码 序列 位 于 病毒 基因 组 的 HindIII-V (大 小 约 
930bp) 片段 上 ,将 该 片段 插入 质粒 PUC18 后 得 到 pV36 (Smith 等 ,1983)。 用 Hindlll 
与 Kpnl 双 酶 切 得 到 380bp、550bp 的 两 个 片段 ,前 者 即 为 包含 多 角 体 蛋白 基因 编码 区 
250 位 到 630 位 的 DNA 片段 ,将 该 片段 插入 转录 载体 pTZ19R (& T, Bat), Hilt 
于 大 杆菌 DH5。, 经 筛选 、 检 验 、 纯 化 得 到 重组 质粒 pTZ19NH (图 2)。 

3.8 RNA 片段 的 体外 转录 及 转录 产物 的 回收 

将 重组 质粒 分 别 用 限制 性 内 切 酶 〈Taqi 或 EcoRI) 酶 切线 性 化 ,纯化 后 ,进行 体外 
转录 ,转录 条 件 为 : 0.5pg 模板 DNA, 各 0.5mmol/L ATP, CTP 和 GTP, 0.2mmol/L 
UTP 及 10uCi [oe-*P] UTP, 40 mmol/L Tris-HCl(pH7.9),6 mmol/L Mg Cl ,2mmol/L 
亚 精 胺 ，5 mmol/L CTT,10 U/pl T, RNA RAB, BHR 5041, 37% 保温 90 分 
钟 。 反 应 混合 物 经 6% 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 纯化 ,放射 性 自 显影 定位 , 割 取 含有 
FES Po HR, BF RRB MIR (0.5 mol/L NH,Ac,0.1 mmol/L EDTA,0.1%SDS) 
过 夜 ,酒精 沉淀 上 清 液 , 抽 干 , 双 敬 水 溶解 ,测定 产物 的 放射 性 强度 。 产 物 浓度 及 放射 性 比 
度 按 反应 液 中 UTP 浓度 及 UTP 放射 性 比 度 计算 。 

4. 切割 反应 

切割 反应 在 20p1l 体积 中 进行 ,反应 溶 含 : 50mmol/L Tris-HCl(pH7.5),20mmol/L 
MgCl,, 20mmol/L NaCl。 反 应 结果 用 6% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 鉴定 ， 电 泳 胶 放射 性 自 
显影 后 割 下 底 物 与 产物 条 带 分 别 测 放 射 性 强度 ,计算 切割 产 率 。 底 物 与 ribozyme BLL 
及 保温 温度 与 时 间 等 详 见 各 图 图 注 。 | 
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2 目的 基因 亚 克 隆 及 转录 示意 图 


S. 切割 反应 影响 因素 的 研究 
不 同 温度 、 时 间 、ribozyme- 底 物 分 子 比 、 金 属 离子 种 类 以 及 镁 离子 浓度 等 条 件 ， 对 切 
割 产 效率 的 影响 除 图 中 注 明 条 件 外 ,其 它 条 件 同 上 。 


结果 与 讨论 


1. Ribozyme 的 设计 
Symons 总 结 的 “ 锤 头 结构 ”模型 包括 有 三 个 螺旋 区 和 13 个 保守 核 背 酸 残 基 t), 
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计算 机 分 析 ,AcNPV 中 多 角 体 蛋白 mRNA329 位 和 365 位 (以 起 始 密码 AUG 中 A 为 1 
计 ) 附 近 的 二 级 结构 比较 合理 ( 底 物 切割 位 点 两 人 出 8 个 nt 处 在 松散 的 环 区 ) ,这 时 对 应 的 
ribozyme 结构 也 比较 合理 ,两 者 配对 后 恰 能 形成 " 锤 头 结构 "。 两 个 ribozyme 分 别 命名 
为 RibozymeN-1 和 RibozymeN-2, 它 们 与 底 物 相互 作用 及 切割 位 点 如 图 1 所 示 。 


FZ I dz | 
C ENG NI+N2 ND NI C 
N] 
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图 3 Ribozyme 切割 反应 10% 2% RE AEA Mi Ric He aE 
BR E tk 73 FT 
反应 条 件 : ribozyme 量 0.5pmol, 底 物 量 2pmol. 
温度 37% ， 反 应 体积 241， 时 间 2 小 时 。C 为 对 照 ， 
N1 为 Ribozyme N-1, N2 为 Ribozyme N-2, 
RF AK RAKE ORR) 





2. WV GME RR Ip SER 

亚 克 隆 及 体外 转录 过 程 如 图 2 所 
示 , 转 录 结 果 得 到 片段 1 (227nt) MH 
Pe II(407nt),， 作 为 RibozymeN-1 和 
RibozymeN-2 的 切割 底 物 。 

3. 切割 反应 

片段 工 用 RibozymeN-1 和 Ribo- 
zymeN-2 分 别 切割 ， 各 得 到 两 个 片段 
89nt + 138nt 以 及 125nt + 102nt; F 
Ez I] #9 RibozymeN-1 和 Ribozyme- 
N-2 分 别 切 割 各 得 到 89nt + 318nt 和 
125nt 十 282nt。 片 段 1 用 RibozymeN-1 
和 RibozymeN-2 共同 切割 则 还 得 到 一 
位 于 两 切 反之 间 的 片段 即 36nt ( 见 图 
3 及 表 1)。 结 果 表 明 ,设计 的 ribozyme 
BERD Hl RNA 靶 分 子 。 


4. 影响 反应 的 因素 

与 其 它 酶 反应 一 样 ,ribozyme 催化 切割 RNA 片段 的 反应 与 温度 、 时 间 、 底 物 浓度 
有 关 , 本 实验 通过 对 RibozymeN-2 切割 片段 I 的 研究 ,探讨 了 这 些 因 素 对 ribozyme 切 
荐 反应 的 影响 。 


表 1 Ribozyme N-1,N-2 切割 片段 1(227nt) 的 结果 





ribozymes 物 
N-1 89nt 138nt 
N-2 102nt 125nt 
N-1, N-2 36nt = 89 nt 102nt 125nt 138nt 


如 图 4 所 示 ， 在 0°C—50C 范围 内 切割 效率 随 着 温度 的 升 高 而 上 升 ， 而 当 温 度 高 于 
50°C 时 可 观察 到 底 物 非特 异性 降解 (结果 未 列 出 ), 与 一 般 的 化 学 反应 一 样 ， 升 高 温度 可 
增加 反应 速度 。 此 外 ， 较 高 温度 有 利于 ribozyme 5% RNA 的 配对 以 及 切割 后 与 产物 
分 子 的 解 离 。 因 此 ,在 一 定 的 范围 内 温度 升 高 切割 效率 上 升 。 值 得 注意 的 是 ,我 们 设计 的 
这 两 个 ribozyme 在 0°C th AE WHEE RNA， 表 明 这 两 个 ribozyme 与 部 RNA 的 二 级 
结构 对 于 切割 反应 都 很 有 利 。 

图 5 说 明了 反应 与 时 间 的 关系 。 在 反应 起 始 阶段 ,切割 百分比 上 升 很 快 , 芭 应 到 一 定 
时 间 后 趋 于 平缓 , 2 分 钟 即 可 达到 5% ,100 分 钟 可 达 70%, ZA ribozyme 催化 的 切割 
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反应 具有 与 一 般 酶 反应 相同 的 时 间 曲 线 特性 。 
如 图 6 所 示 , 对 相同 的 底 物 浓度 当 ribozyme 浓度 升 高 时 ,切割 百分比 上 升 , 当 ribo- 
zyme 达到 一 定 浓度 后 趋 于 平缓 ,这 是 因为 随 着 底 物 的 减少 ribozyme 与 底 物 碰撞 机 会 越 


100 


80 


60 


产 率 〈%) 


40 


20 


0 20 40 
温度 (°C) 


60 


图 4 切割 百分比 与 温度 的 关系 


反应 条 件 : ribozyme 最 0.5pmol, 底 物 RNA 


H 0.5pmol, 反 应 体积 15A1， 时 间 2 小 时。 


100 


产 率 ( %) 


时 间 《分 钟 》 


AS 切割 百分比 与 时 间 的 关系 
反应 条 件 : ribozyme 量 0.5pmol， 底 物 RNA 
量 0.5pmol; 反 应 体积 151, MBE 37°C. 


来 越 小 。 同 时 ,反应 产物 与 底 物 竞争 ribozyme, 对 反应 也 有 一 定 的 抑制 作用 ,即使 ribo- 
zyme 大 大 超过 底 物 数目 ,在 短 时 间 内 反应 也 难以 进行 完全 。 


ribozyme 切割 反应 对 金属 离子 也 
有 选择 性 ,Mg2+ 一 方面 在 维持 RNA 高 
级 结构 方面 有 重要 作用 ， 另 一 方面 也 是 
有 反应 所 必需 的 《Celander 等 ,1991)。 实 
验 结果 显示 ， Cat, Mot 也 可 以 代 E 
Mg**, Ct, Bat 等 二 价 金属 离子 却 不 
能 代替 (结果 未 列 出 )。 一 价 金 属 离子 则 
完全 不 能 代替 Mg?*Mg’* 在 Smmol/L 
至 100mmol/L 的 范围 内 变化 时 , 切割 
百分比 变化 不 大 。 

昆虫 NPV 多 角 体 蛋 昌 基 因 具 有 很 
高 的 同 源 性 ,一般 在 80% 以 上 ， 只 要 有 
适当 的 位 点 ， 便 可 以 设计 出 针对 多 种 
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图 6 切割 百分比 与 ribozyme- 底 物 分 子 比 的 关系 
反应 条 件 : 温度 37” ,时间 2 小 时 ,反应 体积 1541。 


NPV 的 ribozyme, ANA RibozymeN-1 的 两 侧 可 与 家 蚕 Bombyx mori NPV 相应 
mRNA 52480, mS RAE Philosamia cynthia NPV 仅 有 一 个 碱 基 不 配对 , 这 为 设 
计 用 于 广 谱 阻 断 基 因 表 达 的 ribozyme 提出 了 一 条 可 能 的 新 途径 。 
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DESIGN AND PROPERTIES OF RIBOZYME TARGETED AGAINST 
THE POLYHEDRIN GENE OF AUTOGRAPHA CALIFORNICA 
NUCLEAR POLYHEDROSIS VIRUS 


Hu WEI-MIN ”HuaANGc ZI-RAN 
(Department of Sericulture, South Ching Agricultural University, Guangzhou 510642) 
Lu CHANG-pE Qtr Guo-RONG 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica, Shanghai 200031) 


Two ribozymes, ribozyme N-l and ribozyme N-2, were chemically synthesized, which are 
designed for blocking the expression of polyhedrin gene of Autographa californica nuclear poly- 
hedrosis virus (AcNPV). In vitro, they are able to specifically and effectively cleave the target 
mRNA fragments which were transcripted from part of polyhedrin gene. Results showed that 
the percentage of cleavage was increased when the temperature or time of incubation was increas- 
ed or higher concentration of ribozyme was used. Ca’+, Mn?*+ can substitute Mg’* as the neces 
sary divalent cation for the cleavage reaction by ribozyme. 

Key words Autographa californica NPV 
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